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Úvod
Problematika predikce a vãasné diagnózy nádorov˘ch onemocnûní zaãíná b˘t jedním z hlavních úkolÛ laboratorní medicíny.

Tento trend je jasnû zfieteln˘ z rostoucího poãtu odborn˘ch publikací vûnujících se tomuto tématu (internetová databáze Web of

science zatím eviduje více neÏ 25 000 publikací na toto téma). Na‰e pozornost byla soustfiedûna na protein metalothionein, jehoÏ

spojitost s nádorov˘m onemocnûním byla naznaãena jiÏ v nûkolika studiích (Ebadi and Iversen, 1994, Cherian, et al., 2003. Hla-

dina MT, jakoÏto moÏného nádorového markeru, by mohla pomoci nejen v odhalení nádorového onemocnûní, ale i v urãení stá-

dia nemoci, prognózy v˘voje a dal‰ích individuálních charakteristik onemocnûní (Petrlova, et al., 2006, Zelena, et al., 2004).

V kombinaci s anal˘zou dal‰ích markerÛ by se mohl MT stát nástrojem predikce v onkologii.

Nádorová onemocnûní hlavy a krku
Nádorov˘mi onemocnûními oblasti hlavy a krku roãnû onemocní okolo 650 000 nov˘ch pacientÛ, to je asi 6 % celkového pfií-

rÛstku nov˘ch nádorov˘ch onemocnûní. Ve stfiední a v˘chodní Evropû se tento typ nádorového onemocnûní zaãíná rychle roz‰i-

fiovat. Asi 98 % nemocn˘ch je vûkem nad 40 let, nicménû tato hranice se zaãíná sniÏovat. Nejãastûji zastoupená lokalizace je ze

40% dutina ústní; následuje hrtan (larnyx) s 25% a hltan (pharynx) s asi 15% ze v‰ech lokalizací. Faktory pfiispívající ke vzniku
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nádorového onemocnûní hlavy a krku jsou pfiedev‰ím koufiení a pití alkoholu, pfiiãemÏ nejhor‰í je kombinace obojího (Dobrossy

2005). Léãba je zaloÏena pfiedev‰ím na vãasném chirurgickém zákroku a radioterapii. Je-li nádor jiÏ v pokroãilém stádiu a meta-

stazoval, ãi je obtíÏnû operovateln˘, pouÏívá se chemoterapie, zejména se u tûchto karcinomÛ osvûdãilo pouÏití léãiv na bázi pla-

tiny (cisplatina, karboplatina) nûkdy i v kombinaci s ozafiováním (Argiris, et al., 2005).

Metalothionein
Jedná se o mal˘ termostabilní protein s velikostí kolem 6-10 kDa, ‰iroce roz‰ífien˘ v celé Ïivoãi‰né fií‰i s vysok˘m stupnûm

homologie. Obsahuje vût‰í mnoÏství cysteinu (aÏ 30 % hmotnosti) a postrádá aromatické aminokyseliny. Díky sulfhydrylov˘m

skupinám je schopen vytváfiet s ionty kovÛ komplex; konkrétnû jeho β doména dokáÏe navázat 3 dvojmocné ionty a α doména

aÏ 4 dvojmocné ionty (Kizek, et al. 2001). Celkovû je MT schopen navázat aÏ 12 jednomocn˘ch iontÛ. Ve fyziologickém stavu

takto váÏe zinek ãi mûì, nicménû pfii intoxikaci váÏe i tûÏké kovy (Cd, Pb, Hg aj.). V̆ znamná je i jeho antioxidaãní aktivita; spo-

lu s dal‰ím v˘znamn˘m thiolem glutathionem vytváfií redukãní podmínky uvnitfi buÀky (Fabrik et al. 2007). Zatím nepfiíli‰ pro-

bádanou oblastí je role MT pfii regulaci exprese. MT se podílí také na vzniku resistence nádorov˘ch bunûk vÛãi cytostatikÛm;

nejlépe prozkoumané mechanismy jsou známy u cisplatiny (Kizek at al., 2004, Prusa, et al., 2006). MT je schopen komplex navá-

zat, ãímÏ zabrání kontaktu léku s DNA a tím sniÏuje úãinnost léãby resp. zvy‰uje zátûÏ pacienta. Detoxikace komplexu MT-cisPt

poté probíhá zejména v ledvinách.

Materiál a metody
Vzorky byly analyzovány na pfiístroji 747 VA Stand ve spojení s 746 VA Trace Analyzer a 695 Autosampler (Metrohm, ·v˘-

carsko) (Obr. 1a) v klasickém tfiíelektrodovém uspofiádání. Pracovní elektrodou byla visící rtuÈová kapková elektroda (HMDE)

s plochou kapky 0,4 mm2; referentní elektrodou byla Ag/AgCl/3M KCl a pomocnou platinová elektroda. Základní elektrolyt

(1 mmol/l (Co(NH3)6)Cl3 a 1 mol/l a amonn˘ pufr; NH3(aq) + NH4Cl, pH 9,6) byl po kaÏd˘ch pûti mûfieních vymûnûn. DPV para-

metry byly následující: poãáteãní potenciál -0,7 V, koneãn˘ potenciál -1,75 V, modulaãní ãas 0,057 s, ãasov˘ interval 0,2 s, poten-

ciálov˘ krok 2 mV/s, modulaãní amplituda -250 mV, Eads = 0 V, teplota základního elektrolytu 4 °C. Vzorky krví pacientÛ s nádo-

rem v oblasti hlavy a krku byly získány z Kliniky chirurgie hlavy a krku Fakultní nemocnice u sv. Anny v Brnû. Vzorky byly pfii-

praveny následujícím zpÛsobem; krev byla po ãas 15-ti minut ponechána pfii 99 °C (Eppendorf 5430, USA), poté byly vzorky

centrifugovány pfii 16 000 g, 4 °C po dobu 30 minut (Eppendorf 5402, USA). Následovalo odebrání supernatantu, kter˘ byl pfií-

mo analyzován.

Obr. 1
(a) Schéma zapojení automatického dávkovaãe 695 Autosampler do

elektrochemického analyzátoru 747 VA Stand. Signály jsou transpor-

továny do 746 VA Trace Analyzeru, kde jsou následnû vyhodnoceny. 

(b) Voltamogramy elektrolytu a standardÛ MT a

(c) voltamogram vzorku krve pacienta se zhoubn˘m nádorem laryn-

gu.

Obr. 2
Koncentrace metalothioneinu v závislosti na 

(a) lokalizaci nádoru, 

(b) stádiu onemocnûní a

(c) stupni diferenciace nádorov˘ch bunûk (orofarynx).
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V˘sledky a diskuse
Metallothionein jako marker zhoubn˘ch nádorÛ byl sledován u pacientÛ s nádorov˘m onemocnûním hlavy a krku. Pro jeho

detekci jsme zvolili v klinické praxi nezvyklé elektrochemické metody, které se vyznaãují velkou sensitivitou a ekonomickou

nenároãností (Petrlova, et al., 2006). Dále jsme kladli dÛraz na automatizaci detekce, abychom metodu co nejvíce pfiiblíÏili potfie-

bám do bûÏné klinické praxe. Pro tento úkol jsme pouÏili ve stfiední Evropû ojedinûlé pfiístrojové sestavy, která právû toto umoÏ-

Àuje pfii malé potfiebû biologického materiálu.

V̆ sledkem elektrochemické anal˘zy pomocí Brdiãkovy reakce jsou proudové odpovûdi. Mechanismus reakce je sloÏit˘ a jeho

povaha je zãásti katalytického pÛvodu. Poslední signál (Cat2) (Obr. 1b, 1c) je v˘sledkem redukce vodíkov˘ch iontÛ, kter˘ je pfií-

mo úmûrn˘ hladinû metalothioneinu ve vzorku. Celkovû bylo analyzováno 127 vzorkÛ krve od pacientÛ s nádory v následující

lokalizaci; orofarynx n = 64, dutina ústní n = 14, hypofarynx n = 13, paranasální dutiny n = 4, larynx n = 28 a parotis n = 4. V‰ech-

ny vzorky pocházely z primárních záchytÛ a vÏdy se jednalo o zhoubné spinocelulární karcinomy. V̆ sledné koncentrace ukazu-

jí na zv˘‰enou hladinu MT u nemocn˘ch oproti kontrolní skupinû. Nejvût‰í koncentrace byla zaznamenána u zhoubného nádoru

orofaryngu (2,76 ± 1,24 μM), dále pak dutiny ústní (2,54 ± 0,98 μM), laryngu (2,38 ± 0,90 μM) a hypofaryngu (2,16 ± 0,68 μM).

Nejmen‰í pak u zhoubného nádoru paranasálních dutin (2,01 ± 0,51 μM) a parotidy (1,95 ± 0,56 μM). I to je ale asi 4x vût‰í hla-

dina neÏ u kontrolní skupiny (0,51 ± 0,10 μM, n = 58) (Obr. 2a). Dále byly sledovány odchylky ve vztahu ke stádiu nemoci (TNM

klasifikace). Z v˘sledkÛ vypl˘vá, Ïe u nûkter˘ch lokalizací (orofarynx, larynx) odpovídá vy‰‰í koncentrace pokroãilej‰ímu stá-

diu nemoci (Obr. 2b). Pozornost jsme také zamûfiili na závislost hladiny MT vzhledem ke stupni diferenciace nádorov˘ch bunûk

(Obr. 2c). Nejménû diferencované zhoubné nádory (orofarynx) obsahují nejvût‰í mnoÏství MT a se zvy‰ujícím se stupnûm dife-

renciace koncentrace MT klesá. To by mohlo b˘t dÛsledkem intenzivního bunûãného metabolismu dûlících se bunûk, které díky

velké mitochondriální aktivitû produkují vût‰í mnoÏství kyslíkov˘ch radikálÛ a potfiebují zinek pro správnou funkci novû expri-

movan˘ch proteinÛ.

Závûry
Na‰e v˘sledky ukazují, Ïe elektrochemické stanovení MT by po dal‰ím provûfiení mohlo poslouÏit jako dal‰í vhodn˘ marker

u nádorÛ hlavy a krku eventuálnû i u dal‰ích maligních nádorÛ.
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